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c e r v e c e r o s p o r l a r g o t i e m p o m a s r e c i e n t e m e n t e h a n 
i n v o l u c r a d o a l M a g n e s o a s í c o m o su i n t e r a c c i ó n c o n 
o t r o s i o n e s R e e s a n d S t e w a r t ( 2 3 2 5 ) r e p o r t a r o n p a r a 
a l g u n a s c e p a s l a g e r d e l e v a d u r a q u e la v e l o c i d a d i n c i a l 
d e f e r m e n t a c ó n d e s c i e n d e c u a n d o la p r o p o r c i o n e n t r e 
C a l c i o y M a g n e s i o s e i n c r e m e n t a r e s u l t a n d o t a m b e n u n 
t i e m p o i n c r e m e n t a d o d e c o n s u m o d e c a r b o h i d r a t o s p e r o 
p o r o t r o l a d o se o b s e r v o u n a p r o d u c c i ó n m a s b a j a d e 
e t a n o l a d e m á s d e u n c o n s u m o a l t e r a d o d e m a l t o s a y 
m a l t o t r i o s a E s i m p o r t a n t e r e c o r d a r q u e e l n i v e l d e 
toxicidad d e l o s d i f e r e n t e s i o n e s v a r a d e c e p a a c e p a d e 
l e v a d u r a D u f f u s y P a t t e r s o n (7 p o s t u l a r o n q u e l a s 
c a n t i d a d e s i n t r a c e u a r e s d e i o n e s Ca c o y M a g n e s i o e r a n 
e s e n c i a e s p a r a la d i v s o n c e l u l a r d e la l e v a d u r a d e b d o 
p o s b l e m e n t e a q u e s e p r o m u e v e e r o m p m i e n t o d e 
m i c r o t u b u os i n v o u c r a d o s e n a d i v i s o n n u c e a r y la 
f o r m a c i o n d e la c e u a O h s u m y A n r a k u ( 2 1 o b s e r v a r o n 
q u e l a s v e s i c u as de la m e m b r a n a d e l a s v a c u o as d e 
Saccharomyces cerevisiae c a t a l i z a n e l t r a n s p o r t e a c t i v o 
d e C a l c i o e s t a s v a c u o as a c t ú a n c o m o e l p r i n c p a l 
c o m p a r t i m e n t o r e s p o n s a b l e d e r e g u ar e l C a l c i o e n e l 
c i t o p l a s m a A d e m a s F r n s ( 1 0 ) r e p o r t o q u e e l C a c o j u e g a 
u n p a p e l i m p o r t a n t e e n e l c o n t r o l d e l in c o d e la 
p r o l i f e r a c i ó n c e l u l a r e n a f a s e l a g o d e l a t e n c i a lo c u a l 
a d i c í o n a l m e n t e i n d i c a q u e e l C a c í o p u e d e s e r c r i t i c o p a r a 
l o s e v e n t o s i n t r a c e l u la r e s a p a r t e d e la e s t a b i l i z a c ó n 
e s t r u c t u r a l q u e r e a i z a e n l a s m e m b r a n a s 
E l p a p e l d e l Z i n c e n s i s t e m a s b i o l ó g i c o s s e le ha 
r e l a c i o n a d o c o m o un e l e m e n t o e s e n c i a l p a r a e l 
c r e c i m i e n t o y d e s a r r o lo d e t o d a s l a s f o r m a s d e v i d a es 
u n c o m p o n e n t e e s e n c a l d e m u c h a s p r o t e í n a s s i e n d o 
i n d i s p e n s a b l e p a r a su e s t a b l i d a d y o f u n c i ó n c a t a l í t i c a 
L a a l c o h o l d e s h d r o g e n a s a es u n e j e m p l o d e 
o x i d o r e d u c t a s a q u e n v o u c r a la p a r t c i p a c i o n d e Z n ( l l ) 
c o m o e l e m e n t o e s e n c a p a r a e p r o c e s o c a t a l t i c o E s t a 
e n z m a c a t a l z a la o x d a c o n d e a c o h o l e s p r i m a r i o s c o m o 
p o r e j e m p l o e l e t a n o l y a l g u n o s a l c o h o l e s s u p e r o r e s c o m o 
e l n p r o p a n o o e n - b u t a n o l o s c u a es s o n t r a n s f o r m a d o s 
r á p i d a m e n t e a a l d e h d o s A d e m a s s e ha d e m o s t r a d o 
t a m b i é n la p r e s e n c a d e Z n ( l l ) e n l a s e n z m a s D N A y R N A 
p o h m e r a s a s q u e d e s e m p e ñ a n un i m p o r t a n t e p a p e l e n la 
s í n t e s i s d e l o s á c i d o s n u c e e o s L V a n E n g e l 3 3 ) r e p o r t ó 
u n m e d o d e c u l t vo c o n u n a to c o n t e n d o d e Z nc ( 5 0 
p p m ) y o b s e r v ó u n a a l t a v e l o c i d a d d e c r e c i m i e n t o d e l a s 
l e v a d u r a s d e c u l t vo E s t e e s t u d o f u e b a s a d o e n e l 
c o n o c i m i e n t o d e q u e la ad c on de Z i n c m e j o r a e l 
m e t a b o l i s m o d e l a z u f r e d e l a s c e u as d e l e v a d u r a p o r lo 
q u e s u i m p a c t o e n la l e v a d u r a c e r v e c e r a s e r í a o b s e r v a d o 
e n un p r o d u c t o f i n a l c o n b a j o c o n t e n i d o de s u l f h i d n l o y a 
q u e s e i n c r e m e n t a la a c t i v d a d d e la m e t a l o e n z i m a 
c i s t e r n a d e s u If h id r a s a la c u a l c a t a l i z a la r e d u c c o n d e 
c i s t e i n a a s u l f u r o d e h i d r o g e n o a m o n i o y ac d o p i r u v i c o 
P o r o t r o l a d o Sa t u k o g l u ( 2 6 ) m e n c i o n a q u e p a r a e l 
m e t a b o l i s m o de l a s l e v a d u r a s la i m p o r t a n c i a d e l 
M a g n e s i o e s b a s t a n t e o b v a ya q u e n i v e l e s d e 50 p p m s o n 
e n c o n t r a d o s e n l o s m e d os d e c u l t i v o s u s a d o s p a r a su 
c r e c i m i e n t o E l M a g n e s i o e s d e f u n d a m e n t a l i m p o r t a n c i a 
p a r a e l m a n t e n m e n t o y r e g u l a c o n d e u n a m u l t i t u d d e 
p r o c e s o s m e t a b o l e o s y d e c r e c m e n t o e n as c é l u a s 
v i v a s L a s c e u as de e v a d u r a t e n e n u n a a l t a d e m a n d a d e 
M g II p a r a su c r e e m e n t o y no p u e d e s e r s u s t i t u i d o p o r 
o t r o s i o n e s m e t a l e o s De h e c h o e o n C a I I a c t ú a 
a n t a g o n c a m e n t e h a c a e l M g II e n m u c h a s f u ñ e o n e s 
f i s o l o g i c a s y b o q u m c a s d e a e v a d u r a La 
d i s p o n i b I d a d de M g I I ) i n f u y e e n e l c r e c i m i e n t o y 
m e t a b o l i s m o f e r m e n t a t vo d e la l e v a d u r a a t r a v é s d e 
e s t i m u l a r la d i v s o n c e l u ar y a a c t v d a d d e l a s e n z i m a s 
g h c o h t i c a s E l Mg II p o d r í a t a m b i é n m o s t r a r un e f e c t o 
p r o t e c t o r a l a s c é l u l a s d e l e v a d u r a d e e f e c t o s d a n i n o s 
c a u s a d o s p o r e l e t a n o l la a l t a t e m p e r a t u r a y la p r e s i ó n 
o s m o t c a 
P o r lo a n t e r i o r s e d e d u c e q u e l o s i o n e s m e t á l i c o s 
m e n c i o n a d o s d e b e n s e r c o n s d e r a d o s d e m a n e r a e s p e c i a l 
e n l o s p r o c e s o s i n d u s t r i a es q u e u t l i z a n m i c r o o r g a n i s m o s 
c o m o lo s o n p r o d u c t o r e s d e e t a n o l y a q u e e n é s t o s s e 
b u s c a m e j o r a r l o s r e n d i m i e n t o s i n c r e m e n t a r la c a p a c i d a d 
f e r m e n t a t i v a d e l a s l e v a d u r a s y m a n t e n e r u n a c o n s i s t e n c i a 
e n la c a l i d a d de l o s p r o d u c t o s f i n a l e s C o n c e n t r a c i o n e s 
a p r o p i a d a s de ta es i o n e s p e r m t i r a n p o r lo t a n t o 
c r e c i m i e n t o s a c e l e r a d o s c o n un m a y o r r e n d i m i e n t o d e 
b i o m a s a y c o n s e c u e n t e m e n t e se t e n d r á u n a a c u m u l a c ó n 
a c e l e r a d a de os c o m p u e s t o s m e t a b o i c o s q u e r e s u l t a r a n 
e n un m a y o r r e n d i m e n t o d e p r o d u c t o s f i n a l e s 
La c a l d a d de a l e v a d u r a es u n o d e l o s p a r á m e t r o s 
m a s i m p o r t a n t e s p a r a m a n t e n e r c o m p o r t a m i e n t o s 
f e r m e n t a t i v o s c o n s s t e n t e s l o s q u e r e s u l t a r a n e n 
e x c e l e n t e s p r o c e s o s p r o d u c t v o s E s t a c a d a d p u e d e e s t a r 
d e f i n i d a e n t é r m n o s d e v ab l i d a d y o v t a l d a d La 
v i a b i l i d a d d e la l e v a d u r a es m e d i d a s o b r e la b a s e d e l 
n ú m e r o d e c é l u l a s v i v a s o m u e r t a s e n u n a p o b a c o n d a d a 
y la v i t a l i d a d e s u n a m e d da d e v g o r o e s t a d o f s o l o g i c o 
d e l a s c e l u as v v a s F g u r a 3 En la T a b a I s e e n u n c i a n 
l a s d e f i n i c o n e s q u e p r o p u s o B a s s o n ( 2 ) p a r a l o s 
d i f e r e n t e s e s t a d o s f s i o l o g i c o s q u e p u e d e n s e r u s a d o s 
p a r a d e s c r i b i r e l g r a d o d e d a ñ o de la l e v a d u r a o la 
p é r d i d a d e la c a l i d a d d e la l e v a d u r a 
E x i s t e n d i f e r e n t e s m é t o d o s p a r a m e d i r la v a b i h d a d 
d e la l e v a d u r a c o m o s o n r e p l i c a c i o n c e l u ar u s a n d o 
m i c r o c u l t i v o o d l u c i o n y v a c a d o e n c a a m e d i c i ó n d e 
c o m p o n e n t e s c e u l a r e s u s o d e c o l o r a n t e s v i t a l e s (m d e n 
i n d i r e c t a m e n t e u n a a c t i v d a d d e la c é l u l a d e l e v a d u r a ) , 
e t c P a r a o b t e n e r u n a m e d c o n v e r d a d e r a d e l e s t a d o d e 
v i a b i l i d a d d e l a s l e v a d u r a s es d i f c i l u n o d e l o s m é t o d o s 
m a s u s a d o s es e l d e la t é c n i c a d e l a z u l d e m e t i l e n o 
b a s a d o e n q u e e n su f o r m a ox d a d a es d e c o l o r a z u l y p o r 
m e d i o d e la a c c o n d e as e n z i m a s r e d u c t a s a s c a m b i a a s u 
f o r m a r e d u c i d a la c u a l es i n c o o r a m u y u s a d o e n la 
i n d u s t r i a c e r v e c e r a ya q u e ut z a s ó l o 5 m i n u t o s p a r a 
o b t e n e r r e s u t a d o s F g u r a 4 P e r o no es un m é t o d o 
c o n f i a b l e y a q u e s o b r e e s t ma p o b l a c o n e s d e c e u l a s v v a s 
d e l e v a d u r a s c u a n d o la v a b i l d a d c a e p o r d e b a j o d e 90 
d e v i a b i l d a d a d e m a s d e q u e r e q u e r e i n t e r p r e t a c o n 
v i s u a l d e l a s c e u as t e n d a s ( 1 7 1 8 ) e s t o p u e d e 
r e s o l v e r s e m e d a n t e e u s o d e a t nc o n f l u o r e s c e n t e 
a c o p l a d a c o n un a n a l s i s a u t o m a t z a d o d e l o s r e s u l t a d o s 
a t r a v é s d e l u s o d e l a n a i z a d o r d e i m á g e n e s o c t o m e t r í a 
d e f l u j o (6 1 5 ) p e r o la c o r r e l a c ó n q u e s e o b t i e n e no e s 
c o n f i a b l e s i s e c o m p a r a c o n o t r o s m é t o d o s d e e v a l u a c i ó n 
d e v i a b i l i d a d c o m o e l m é t o d o d e c o n t e o e n p a c a (8 3 2 ) 
P o r l o t a n t o u n o d e l o s p r o c e d m i e n t o s m a s c o n f i a b l e s 
p a r a o b t e n e r u n a e s t m a c i o n m a s p r e c s a d e la v i a b i l i d a d 
d e l a s c é l u l a s d e l e v a d u r a s es la t é c n i c a d e m i c r o c u l t i v o 
la c u a l r e q u i e r e un t i e m p o c o r t o d e i n c u b a c i ó n ( 1 8 h o r a s ) 
U n a p r o p o r c i ó n g r a n d e d e m i c r o o r g a n i s m o s e n s u s 
m e d i o s a m b e n t e s n a t u r a l e s p u e d e s o b r e v i v i r p e r o s i l a s 
c o n d i c i o n e s s e v a r a n s e l i m i t a su c r e c i m i e n t o y la 
h a b i l i d a d p a r a s o b r e v v i r p o r p e r i o d o s a r g o s La 
p r o d u c c i ó n d e a l c o h o l es un f e n o m e n o c o m p l e j o c u y o 
r e n d i m i e n t o d e p e n d e d e d i v e r s o s f a c t o r e s p o r e j e m p l o , 
c a r a c t e r í s t i c a s i n t r n s e c a s d e a c e p a c o n d c i o n e s d e 
a r e a c i o n c o n c e n t r a c on d e n o c u o c o m p o s c i o n d e l 
m e d i o , c o n d i c o n e s d e f e r m e n t a c i ó n e t c D u r a n t e la 
f e r m e n t a c o n la l e v a d u r a p u e d e p a s a r p o r d i f e r e n t e s t p o s 
d e e s t r é s g e n e r a c o m o c h o q u e o s m o t co to e r a n c a a 
e t a n o l , t o e r a n c a a a l t a s t e m p e r a t u r a s c a m b os d e p H 
e t c S i n e m b a r g o e n su m a n e j o e n t r e f e r m e n t a c o n e s o e n 
s u s p r o c e s o s d e a m a c e n a j e e s t a s p u e d e n s e r s o m e t i d a s 
p o r a c c d e n t e a l c o n t a c t o c o n l o s p r o d u c t o s q u m i c o s q u e 
g e n e r a l m e n t e s e u s a n c o m o a g e n t e s i m p a d o r e s o 
d e s i n f e c t a n t e s e n la i n d u s t r i a d e a i m e n t o s e n g e n e r a l , 
c o m o lo s o n l o s p e r o x i d o s y l o s d e t e r g e n t e s a l c a i n o s 
En la l i t e r a t u r a e n c o n t r a m o s q u e a p e s a r d e p H b a j o 
e x t e r n o , l a s c é l u l a s d e l e v a d u r a m a n t i e n e n s u p H 
i n t r a c e l u l a r ( p H i ) a r e d e d o r d e la n e u t r a l i d a d ( 2 0 ) p a r a la 
a c t i v i d a d ó p t i m a d e l o s p r o c e s o s m e t a b o h c o s c r í t i c o s ( 3 ) 
C a m b i o s e n e l p H i p a r e c e n s e r i m p o r t a n t e s p a r a c o n t r o l a r 
e l c i c l o c e l u l a r y l a s v e o c d a d e s d e s í n t e s i s d e D N A y 
R N A p a r e c e n i n c r e m e n t a r s e c o n e l p H i m á s a l t o p e r o 
d e n t r o d e l r a n g o f s i o l o g c o n o r m a l ( 1 9 ) A d e m á s l a s 
e n z i m a s g l i c o l t i c a s c l a v e s ( F i g u r a 16 ) s e c r e e q u e 
r e g u l a n e l p H i , p a r t c u l a r m e n t e la f o s f o f r u c t o q u i n a s a ( 9 ) 
S e c r e e q u e la f u n c o n p r i m a r i a d e a c c i ó n d e l o s a c d o s 
d e b i l e s u s a d o s p a r a p r e s e r v a c i ó n es la d e r e d u c i r e l p H i 
a b a j o d e l r a n g o f i s o l o g co n o r m a l lo q u e c o n d u c e a 
d e t e n e r e l c r e c i m e n t o 
L a s l e v a d u r a s t e n e n un s s t e m a b e n d e s a r r o l l a d o 
p a r a m a n t e n e r a h o m e o s t a s s d e p H d e p e n d e n t e d e u n a 
H * - A T P a s a q u e t r a n s o c a l o s p r o t o n e s e n la m e m b r a n a 
p l a s m a t ca En Saccharomyces cerevis ae la H + A T P a s a 
e s la p r o t e i n a m a s a b u n d a n t e d e la m e m b r a n a p a s m a t c a 
la c u a l c o n s t i t u y e a r e d e d o r d e l 2 0 d e t o t a l d e p r o t e i n a 
d e la m e m b r a n a e s t a e n z m a e s t a a c o p l a d a c o n la 
h i d r ó l i s i s d e l A T P y a e x p u s ó n d e p r o t o n e s a d e m a s d e 
q u e e s e s e n c a p a r a su c r e c m e n t o y a q u e I m i t a la 
v e l o c i d a d , t a m b e n e s c r i t i c a e n e l m e c a n i s m o d e 
r e s i s t e n c i a a l o s f a c t o r e s de e s t r e s t a l e s c o m o e l c a l o r 
v a r i a c i o n e s d e pH e t c 5 22 2 7 2 8 ) El m a n t e n i m e n t o d e 
la h o m e o s t a s i s d e p H i puede s e r e n e r g é t i c a m e n t e caro, 
e s d e c i r s e c o n s u m e d e un 4 0 a un 6 0 d e l A T P c e l u l a r 
p o r lo q u e l o s n v e l e s d e A T P c e l u l a r p u e d e n b a j a r 
s i g n i f i c a t i v a m e n t e e n la p r e s e n c i a d e á c i d o s d e b i l e s 
u s a d o s c o m o p r e s e r v a t i v o s e n a l i m e n t o s ( 2 9 ) 
H o l y o a k ( 1 4 ) o b s e r v o e n s u e x p e r m e n t a c i ó n q u e u n a 
c e p a c o n u n a a c t v i d a d r e d u c da d e H + A T P a s a d e la 
m e m b r a n a p l a s m a t c a d e s p l e g o u n a f a s e l a g o d e 
l a t e n c i a i n c r e m e n t a d a e n p r e s e n c i a d e un á c d o d é b i l 
c o m o es e l a c i d o s o r b i c o lo q u e s g n f i c a q u e e s t a e n z i m a 
t i e n e u n a a c t v d a d q u e j u e g a un p a p e l c r ' t i c o e n a 
t o l e r a n c i a d e a e v a d u r a a l e t a n o o a l a s t e m p e r a t u r a s 
n o ó p t i m a s d e c r e c i m e n t o 
P o r lo a n t e r or es d e g r a n i m p o r t a n c i a c o n o c e r a 
n i v e l l a b o r a t o r i o s m e d a n t e e u s o d e m e d os n u t r i t v o s 
a d í e o n a d o s c o n C a c o II M a g n e s o l í o Z nc II s e 
p u e d e r e c u p e r a r o m e j o r a r a v i a b l i d a d d e as c e u l a s 
s o m e t i d a s a e s t e t po d e e s t r e s 
O B J E T I V O G E N E R A L 
O b s e r v a r e e f e c t o d e C a l c i o ( l l ) M a g n e s o l í y 
Z i n c ( l l ) s o b r e a v a b i d a d d e 2 v a r e d a d e s d e 
Saccharomyces cerevisiae c u l t i v a d a s e n p r e s e n c a d e 
e s t o s i o n e s d e s p u e s de s e r s o m e t d a s a e s t r e s q u í m i c o 
a t e m p e r a t u r a c o n s t a n t e y d i f e r e n t e s p H s y t i e m p o s d e 
c o n t a c t o 
O B J E T I V O S E S P E C Í F I C O S 
1 - S o m e t e r a l a s l e v a d u r a s a e s t r e s q u í m i c o c o n c u a t r o 
c o n c e n t r a c i o n e s d e D i o x d o d e C l o r o 
2 - S o m e t e r a l as l e v a d u r a s a e s t r e s q u í m i c o ' u s a n d o p H 
d e 2 , y c o n c u a t r o t e m p o s d e c o n t a c t o 
3 - E v a l u a r e l e f e c t o d e C a l c i o ( l l ) M a g n e s i o ( l l ) y Z n c ( l l ) 
a d i c i o n a d o s p o r s e p a r a d o e n 1 0 0 p p m a u n m e d i o d e 
c u l t i v o s o b r e la v ab d a d d e l a s l e v a d u r a s s o m e t i d a s 
a " e s t r é s qu m c o " 
4 - E x p e r i m e n t a r d s c u t r y c o n c l u r c u a l d e l o s i o n e s 
e s t u d i a d o s a d c o n a d o a l m e d o d e cu t i v o f a v o r e c e 
la v i a b i l i d a d de la e v a d u r a d e s p u e s d e s e r s o m e t d a s 
a " e s t r e s qu m co 
MATERIALES Y MÉTODOS 
M i c r o o r g a n i s m o s 
L o s m i c r o o r g a n s m o s a u s a r e n e s t e p r o y e c t o s o n 2 
l e v a d u r a s Saccharomyces cerevisiae o b t e n i d a s d e l c e p a r i o 
d e la U n i v e r s i d a d A u t o n o m a d e N u e v o L e ó n 
L a s i d e n t i f i c a c i o n e s d e l a s v a r i e d a d e s f u e r o n L e v a d u r a 
7 9 0 y 8 2 0 
L a s c e p a s f u e r o n o b t e n d a s de l o s m e d i o s d e c u l t i v o 
i n c l i n a d o s d o n d e f u e r o n m a n t e n d o s S e r e a c t i v a r o n e n 
m e d i o l í q u d o ( C a do M Y P G ) h a s t a o b t e n e r u n a b i o m a s a 
d e a p r o x i m a d a m e n t e 30 4 0 d e s o l d o s h ú m e d o s d e 
l e v a d u r a 
M e d i o s d e C u l t i v o 
Se u s o c o m o b a s e a f o r m u l a c o n de m e d i o d e c u l t i v o 
M Y P G ad c o n a d o de c o n c e n t r a c o n e s d e 
a) C a l c i o = 1 00 p p m 
b) M a g n e s o = 1 0 0 p p m 
c) Z nc = 1 0 0 p p m 
La c o m p o s c o n de m e d o d e c u l t i v o M Y P G A g a r e s a 
s g u í e n t e 
G l u c o s a 10 0 g 
E x t r a c t o d e M a l t a 3 0 9 
E x t r a c t o d e L e v a d u r a 3 0 g 
P e p t o n a 5 0 g 
A g a r B a c t e r i o I o g i c o 1 5 0 g 
A g u a D e s t l a d a 1 0 L 
C o n d i c i o n e s d e E s t r é s p a r a la L e v a d u r a 
METODO No 1 
U s a n d o a g i t a c i ó n c o n s t a n t e s e m a n t u v o la s u s p e n s i ó n 
d e l e v a d u r a a t e m p e r a t u r a d e 15 C y s e a d i c i o n o a c i d o 
f o s f o r i c o h a s t a o b t e n e r un v a l o r de p H d e 3 0 s e g u i d o d e 
la a d i c i ó n d e d f e r e n t e s c o n c e n t r a c o n e s d e D i o x i d o d e 
C l o r o 
a) 15 p p m 
b) 30 p p m 
c) 6 0 p p m 
d) 1 2 0 p p m 
D e s p u é s d e a i n c o r p o r a c i o n d e l o s r e a c t i v o s s e 
e s t a b l e c i e r o n 4 h o r a s c o m o t e m p o d e c o n t a c t o 
METODO No 2 
U s a n d o a g i t a c o n c o n s t a n t e s e m a n t u v o a s u s p e n s i ó n 
d e l e v a d u r a a t e m p e r a t u r a d e 15 C y s e a d i c i o n o á c d o 
f o s f ó r i c o h a s t a o b t e n e r un v a l o r d e p H d e 2 0 s e g u i d o d e l 
e s t a b l e c i m i e n t o d e d f e r e n t e s t e m p o s d e c o n t a c t o 
a ) 1 h o r a 
b ) 2 h o r a s 
c) 3 h o r a s 
d ) 4 h o r a s 
T é c n i c a d e M i c r o c u l t i v o 
S e u s ó la m é t o d o o g a d e a t é c n i c a d e m i c r o c u t i v o 
la c u a l p o r m e d i o d e e x a m i n a c ó n m i c r o s c ó p i c a d e l o s 
p o r t a o b j e t o s q u e c o n t e n í a e l m e d i o d e c u l t i v o y la 
l e v a d u r a n o s r e v e o e c r e c m e n t o d e m c r o c o o n as 
c o r r e s p o n d i e n t e s a c e l u as v i a b e s d e s p u e s d e u n t i e m p o 
c o r t o d e i n c u b a c o n 18 h o r a s ) (F g u r a 5 y 6 ) 
METODOLOG A 
• F l a m e a r l o s p o r t a o b e t o s 
D e c a d a c a j a d e p e t r i d o n d e s e co o c a r o n l o s m e d i o s 
d e c u l t i v o c o r r e s p o n d e n t e s a c a d a i o n u s a n d o u n a 
n a v a j a e s t e r I s e c o r t a r o n p e q u e ñ o s c u a d r o s c o n 
d i m e n s i o n e s a p r o x i m a d a s d e 2 x 2 c m 2 y s e 
c o l o c a r o n e n e l p o r t a o b j e t o s 
D e la s u s p e n s i o n de l e v a d u r a s e t o m o 1 m l y s e 
r e a l i z a r o n d i uc o n e s c o n s o l u c o n s a l na e s t e r i l 
h a s t a o b t e n e r un c o n t e o a p r o x i m a d o d e 1 m i l l ó n d e 
c é l u l a s / m i A n t e s d e c o l o c a r e n e l m e d i o d e c u t i v o 
c o l o c a r u n a g o t a d e a s u s p e n s i o n e n un p o r t a o b j e t o s 
l i m p i o y v e r i f i c a r q u e l a s c é l u l a s d e l e v a d u r a s e 
o b s e r v e n b i e n d i s p e r s a s a l m i c r o s c o p i o u s a n d o u n 
a u m e n t o d e 4 0 0 x 
U n a v e z o b t e n i d a la d i l u c i ó n c o r r e c t a p r o c e d o a 
c o l o c a r u n a g o t a d e a s u s p e n s i o n s o b r e c a d a m e d i o 
d e c u l t i v o co o c a d o e n l o s p o r t a o b j e t o s C u b r r c o n 
u n c u b r e o b j e t o s y I e v a r a i n c u b a c o n 
L a i n c u b a c i ó n s e r e a zo a 3 0 C d u r a n t e 18 h o r a s 
P a s a d o e l t e m p o de i n c u b a c o n c o n t a r e n e l 
m i c r o s c o p i o a p r o x m a d a m e n t e un t o t a d e 5 0 0 e n t r e 
m i c r o c o I o n i a s y c e u as 
S e p u e d e e x p r e s a r l o s r e s u t a d o s c o m o p o r c e n t a j e d e 
c é l u as v ab es d e a c u e r d o a as s g u e n t e f o r m u a 
N o M i c r o c o o n as x 1 0 0 = C e l u as v v a s 
T o t a l No Cé u as y M c r o c o l o n as 
R E S U L T A D O S Y D I S C U S I Ó N 
D u r a n t e la r e a l i z a c o n d e l o s e x p e r m e n t o s s e o b s e r v ó q u e 
a p a r t i r d e la a d í e ó n d e l á c i d o f o s f o r i c o p a r a b a j a r e l p H 
y a j u s t a r l o a l v a or d e 3 0 y d e 2 0 la l e v a d u r a d i s m n u y o 
su v s c o s i d a d o c u a l f a c í to la a g i t a c i ó n m e c a n i c a d e la 
s u s p e n s i ó n d e l e v a d u r a En e l c a s o d e l p r i m e r m é t o d o 
p r o p u e s t o p a r a c a u s a r e s t r e s e n la l e v a d u r a e s e c a m b i o 
c a u s ó q u e e l c o n t a c t o d e l vo u m e n d e la s o l u c o n d e 
D i o x i d o d e C l o r o a g r e g a d a e n t o d a la s u s p e n s i ó n d e 
l e v a d u r a , f u e r a i n m e d i a t o 
E f e c t o d e l U s o d e D i f e r e n t e s C o n c e n t r a c i o n e s d e 
D i o x i d o d e C l o r o p a r a l a s 2 L e v a d u r a s . 
Se p r o c e d i o a r e a i z a r e l p r i m e r m é t o d o d e la e x p o s i c i ó n a 
c o n d i c i o n e s de e s t r e s a t r a v é s d e l u s o d e d f e r e n t e s 
c o n c e n t r a c i o n e s d e D i o x d o d e C l o r o p a r a o b s e r v a r su 
e f e c t o s o b r e la v ab I d a d d e l a s 2 l e v a d u r a s e n 
s u s p e n s o n u s a n d o e l c o n t e o e n e m i c r o s c o p i o d e l a s 
c é l u l a s a i s l a d a s y l a s m c r o c o l o n as f o r m a d a s 
L o s p r i m e r o s r e s u l t a d o s d e la e x p e r i m e n t a c i ó n r e a l i z a d a 
p o r t r i p l i c a d o p u e d e n s e r o b s e r v a d o s e n la F i g u r a 7 e n 
la q u e s e m u e s t r a e n f o r m a g r a f i c a e l p r o m e d o d e l 
p o r c e n t a j e d e c e u as m u e r t a s p a r a c a d a u n a d e l a s 
d i f e r e n t e s c o n c e n t r a c i o n e s d e D i ó x d o d e C l o r o 
D e m a n e r a g e n e r a l s e o b s e r v a r o n c a m b o s p o c o 
s i g n i f i c a t i v o s e n la v i a b i l d a d d e l a s 2 l e v a d u r a s c o m o 
r e s u l t a d o d e un a u m e n t o d e la c o n c e n t r a c i ó n d e D i o x i d o 
d e C l o r o . En e l c a s o d e la L e v a d u r a 7 9 0 e l r a n g o d e l d e 
c é l u l a s m u e r t a s s e m a n t u v o e n e l r a n g o d e 11 6 h a s t a 
14 5 o, n i v e l q u e r e s u tó m a s a t o q u e e l o b t e n i d o p a r a la 
L e v a d u r a 8 2 0 e n a q u e s e o b t u v e r o n v a l o r e s e n un 
r a n g o e n t r e 6 9 y 8 7 E s t a s d i f e r e n c i a s e n t r e e l 
a u m e n t o o d e s c e n s o de v i a b l i d a d h i c i e r o n n e c e s a r i o 
r e a l i z a r o b s e r v a c o n e s p o r s e p a r a d o p a r a o b s e r v a r e l 
i m p a c t o d e c a d a u n o d e l o s i o n e s u s a d o s c o n r e s p e c t o a 
l a s d i f e r e n t e s c o n c e n t r a c o n e s d e D i o x i d o d e C l o r o 
E f e c t o d e l U s o d e C a l c i o , M a g n e s i o y Z i n c e n la 
v i a b i l i d a d d e s p u é s d e la e x p o s i c i ó n a l e s t r é s . 
P a r a o b s e r v a r e l i m p a c t o d e u s o d e l o s d i f e r e n t e s i o n e s 
e n e l c r e c i m e n t o d e a m b a s e v a d u r a s e n e l m e d i o de 
c u l t i v o s e c o m p a r a r o n os r e s u t a d o s o b t e n d o s p a r a e l 
t e s t g o y p a r a c a d a u n o de os o n e s u s a d o s e n a 
e x p e r i m e n t a c i ó n y p o s t e r o r m e n t e s e g r a f co e l p r o m e d o 
d e l p o r c e n t a j e d e ce u as m u e r t a s L o s d a t o s r e s u l t a n t e s 
s e m u e s t r a n e n a F g u r a 8 
P r i m e r o , p a r a la L e v a d u r a 7 9 0 s e p u e d e m e n c o n a r a 
p o s i b i l i d a d d e q u e la a d i c i ó n d e C a c í o y M a g n e s i o a l 
m e d i o d e c u l t i v o t e s t i g o r e s u l t e e n u n a m e j o r a e n la 
v i a b i l i d a d d e s p u e s d e la e x p o s i c i ó n a e s t r e s q u í m i c o 
c a u s a d o p o r e l d e s c e n s o d e l p H y la ad c i o n d e l a s 
d i f e r e n t e s c o n c e n t r a c i o n e s d e D i o x i d o d e C l o r o m i e n t r a s 
q u e c o n la a d í e o n de Z i n c s e o b s e r v o q u e o c u r r e t o d o lo 
c o n t r a r i o , es d e c i r o b t e n e m o s un d e c r e m e n t o d e l 
p o r c e n t a j e d e c é l u l a s v i v a s 
B a j o e l m i s m o a n á l i s i s m e n c i o n a d o e n e l p á r r a f o a n t e r i o r , 
e n e l c a s o d e la L e v a d u r a 8 2 0 s e o b s e r v a s o l a m e n t e 
l i g e r a m e j o r í a c o n la ad c i o n d e l i o n C a l c i o no o c u r r i e n d o 
lo m i s m o ni c u a n d o se a d c i o n a M a g n e s o n i c o n la a d í e o n 
d e Z i n c 
P a r a c o n t i n u a r h a c e n d o m a s ev d e n t e la m e j o r í a d e la 
v i a b i l i d a d p a r a c a d a o n e n p a r t i c u l a r s e n e c e s i t a 
o b s e r v a r p o r s e p a r a d o l o s r e s u t a d o s o b t e n i d o s d e l a s 
d i f e r e n t e s c o n c e n t r a c o n e s d e D o x i d o d e C l o r o t a n t o 
p a r a la L e v a d u r a 7 9 0 c o m o p a r a la L e v a d u r a 8 2 0 
L E V A D U R A 7 9 0 . 
E n la F i g u r a 9 s e m u e s t r a n l o s r e s u l t a d o s o b t e n d o s p a r a 
e s t a l e v a d u r a e n l o s c u a l e s s e o b s e r v o q u e e n t o d a s l a s 
c o n c e n t r a c o n e s u s a d a s d e l D ox d o d e C l o r o e i o n 
C a l c i o m e j o r a la v i a b i i d a d d e a l e v a d u r a c o n r e s p e c t o a l 
t e s t i g o ; e n e l c a s o d e l i o n M a g n e s o s e o b s e r v a m e j o r í a 
e n l a s c o n c e n t r a c i o n e s d e 15 y 30 p p m d e D o x i d o d e 
C l o r o m i e n t r a s q u e e n l a s 2 r e s t a n t e s ( 6 0 y 1 2 0 p p m ) no 
s e o b s e r v a r o n c a m b i o s e n l o s °o d e v i a b i l i d a d f i n a l m e n t e 
p a r a la a d i c i ó n d e l i o n Z i n c se o b s e r v ó m e j o r a d e la 
v i a b i l i d a d s o l a m e n t e c u a n d o s e u s a r o n 30 p p m y a q u e e n 
1 5 , 6 0 y 1 2 0 p p m s e v i o i n c r e m e n t a d o e l p o r c e n t a j e d e 
c é l u l a s m u e r t a s 
L E V A D U R A 8 2 0 . 
L o s r e s u l t a d o s o b t e n d o s p a r a la L e v a d u r a 8 2 0 s e 
m u e s t r a n e n la F i g u r a 10 Se o b s e r v o m e j o r í a d e la 
v i a b i l i d a d c u a n d o s e a d i c o n a e l o n C a l c i o a l m e d i o d e 
c u l t i v o e n t o d a s l a s c o n c e n t r a c i o n e s u s a d a s d e D i ó x d o d e 
C l o r o c o n r e s p e c t o a t e s t go c o n la a d c i o n d e l i o n 
M a g n e s i o se m e j o r a a v ab I d a d p a r a 30 6 0 y 1 2 0 p p m 
d e D o x i d o d e C o r o a e x c e p c o n s u c e d e c o n 15 p p m e n 
d o n d e s e m a n t e n e c a s i g u a e l d e c é l u l a s m u e r t a s q u e 
e l o o b t e n i d o p a r a e t e s t i g o e n e l c a s o d e l i o n Z i n c 
m e j o r a la v ab d a d a 15 y 6 0 p p m de D ox d o d e C o r o 
p a r a la c o n c e n t r a c o n d e 30 p p m s e o b s e r v a r o n l o s 
m i s m o s r e s u l t a d o s de v a b i i d a d q u e a o b t e n d a e n e l 
t e s t i g o s i e n d o la e x c e p c i ó n la c o n c e n t r a c i ó n d e 1 2 0 p p m 
e n d o n d e s e o b s e r v o q u e e l p o r c e n t a j e d e c é l u as m u e r t a s 
s e v i ó i n c r e m e n t a d o 
C o n t i n u a n d o c o n la e x p e r i m e n t a c o n se d e c i d o v e r i f c a r 
q u e la c o n d i c i ó n d e e s t r e s p a r a l a s 2 l e v a d u r a s p o r la 
m e t o d o l o g í a r e a l i z a d a e s t u v i e r a o c u r r i e n d o ya q u e 
g e n e r a l m e n t e e l a u m e n t o d e la c o n c e n t r a c i ó n u s a d a d e 
a l g ú n d e s i n f e c t a n t e c o m o es e l D i ó x i d o d e C l o r o r e s u l t a 
m á s p e r j u d i c i a l p a r a c u a l q u e r m i c r o o r g a n s m o d e l m e d i o 
a m b i e n t e 
S e p l a n t e ó m e d i r e l r e s i d u a l d e D i o x i d o d e C l o r o e n la 
s u s p e n s i ó n d e l e v a d u r a a 2 d i f e r e n t e s t e m p e r a t u r a s 5 y 
15 G r a d o s C e l s i u s u s a n d o t a n t o la c o n c e n t r a c i ó n d e 
t r a b a j o m í n i m a ( 1 5 p p m ) c o m o la m á x i m a e s t a b e c i d a ( 1 2 0 
p p m ) e n la m e t o d o l o g í a de t r a b a j o y u s a n d o 2 d i f e r e n t e s 
t i e m p o s d e c o n t a c t o c o m o s o n t e m p o c e r o y 30 m i n u t o s 
D e t e r m i n a c i ó n d e l R e s i d u a l d e C l o r o en la S u s p e n s i ó n 
d e L e v a d u r a . 
L o s r e s u l t a d o s o b t e n d o s m e d a n t e e l u s o d e la t é c n i c a d e 
t i o s u l f a t o d e s o d i o s e p u e d e n o b s e r v a r e n e s i g u e n t e 
e s q u e m a d e r e s u t a d o s 
1 5 G r a d o s C e l s i u s 
D o x i d o C o r o 
( p p m ) 
T i e m p o 0 m n T e m p o 3 0 m n 
1 5 0 p p m 0 p p m 
1 2 0 4 0 p p m 3 p p m 
5 G r a d o s C e l s i u s 
D i ó x i d o C l o r o T i e m p o 0 m i n T e m p o 3 0 
( p p m ) 
1 5 0 p p m 0 p p m 
1 2 0 4 6 p p m 6 p p m 
E s t o s r e s u l t a d o s m a r c a n la p a u t a p a r a m e n c i o n a r q u e e s t a 
m e t o d o l o g í a no c a u s a d a n o s s i g n i f i c a t i v o s c o n r e s p e c t o a 
la v i a b i l i d a d d e a m b a s l e v a d u r a s d e b do a q u e e l i o n c l o r o 
l i b e r a d o b a j a s e s a s c o n d i c o n e s s e e l i m i n a m u y f á c i l m e n t e 
y e l v a l o r d e p H 3 no i m p a c t a s i g n i f i c a t i v a m e n t e e n la 
v a b 11 id a d 
E n t o n c e s se h a c e n e c e s a r i o r e a i z a r e l o t r o m é t o d o p a r a 
c a u s a r c o n d i c o n e s d e e s t r e s p a r a l a s l e v a d u r a s e n e l 
c u a l s e u s a r a un d e s c e n s o de p H d e 3 a 2 y e i m i n a n d o e l 
u s o d e l D ó x i d o d e C l o r o a d e m a s d e q u e s e p r o b a r a n 4 
d i f e r e n t e s t i e m p o s de c o n t a c t o 1 2 3 y 4 h o r a s 
E f e c t o d e l U s o d e p H 2 a D i f e r e n t e s T i e m p o s d e 
C o n t a c t o s i n a d i c i ó n d e D e s i n f e c t a n t e p a r a l a s 2 
L e v a d u r a s . 
S e r e a l i z ó e l s e g u n d o m é t o d o e n d o n d e se v a r a r o n 
c o n d i c i o n e s d e e s t r e s p a r a l a s 2 l e v a d u r a s s e n d o e s t a 
m e t o d o l o g í a a p i c a d a e n m u e s t r a s de l e v a d u r a p o r 
t r i p l i c a d o y al i g u a l q u e e n e l m é t o d o a n t e r i o r s e o b s e r v ó 
h a s t a q u e g r a d o se a f e c t a la v i a b i l i d a d d e a m b a s 
l e v a d u r a s c a u s a d a p o r e s t a s c o n d i c i o n e s d e e s t r e s 
a p l i c a d a s S e g r á f i c o e l p r o m e d i o d e l p o r c e n t a j e d e 
c é l u l a s m u e r t a s p a r a c a d a u n a d e l o s d i f e r e n t e s t i e m p o s 
d e c o n t a c t o l o s r e s u l t a d o s o b t e n i d o s l o s p o d e m o s v e r e n 
la F i g u r a 11 
S e o b s e r v o q u e c o n e l p a s o d e l t e m p o s e i n c r e m e n t a 
l i g e r a m e n t e e d e c e u l a s m u e r t a s p a r a l a s 2 l e v a d u r a s 
s e v u e l v e a o b s e r v a r a l i g u a l q u e e n e l m é t o d o a n t e r i o r d e 
a s c o n d i c i o n e s d e e s t r e s q u e s e o b t u v o m a y o r p o r c e n t a j e 
d e c é l u l a s m u e r t a s p a r a a L e v a d u r a 7 9 0 ( r a n g o d e 15 4 
a 1 6 9 ° o ° o ) q u e p a r a la L e v a d u r a 8 2 0 ( r a n g o d e 10 2 a 
14 4 ) E n e l c a s o d e a L e v a d u r a 8 2 0 s e o b s e r v o u n 
d e c r e m e n t o e n e p o r c e n t a j e d e c e u as m u e r t a s a a s 2 
h o r a s p o r lo q u e es n e c e s a r o o b s e r v a r l o s r e s u l t a d o s 
q u e s e o b t u v i e r o n p a r a c a d a u n o d e l o s d i f e r e n t e s i o n e s 
u s a d o s y e x a m i n a r c u á l d e l o s i o n e s es e q u e n f u y o p a r a 
o b t e n e r e s t e d e s c e n s o e n e d e ce u as m u e r t a s 
E f e c t o d e l U s o d e C a l c i o , M a g n e s i o y Z i n c e n la 
v i a b i l i d a d d e s p u é s d e la e x p o s i c i ó n a l e s t r é s c o n un 
pH de 2 y D i f e r e n t e s T i e m p o s d e C o n t a c t o . 
En la F i g u r a 12 s e m u e s t r a n os r e s u l t a d o s o b t e n i d o s d e l 
p r o m e d i o d e l p o r c e n t a j e d e c é l u l a s m u e r t a s p a r a c a d a 
l e v a d u r a y s e p u e d e a n a l i z a r la v i a b i l i d a d o b t e n i d a d e l 
t e s t i g o c o n r e s p e c t o a c a d a u n o d e l o s i o n e s a n a l i z a d o s 
P a r a la L e v a d u r a 7 9 0 s e o b s e r v o q u e e x i s t e la p o s i b i l i d a d 
d e q u e la a d i c i ó n d e C a c o y M a g n e s o a m e d i o d e c u l t v o 
t e s t i g o m e j o r e la v a b i i d a d e n t o d o s l o s t e m p o s d e 
c o n t a c t o u s a d o s , o c u r r i e n d o o c o n t r a r o p a r a a a d c i ó n 
d e Z i n c 
E n e l c a s o d e a L e v a d u r a 8 2 0 s e o b s e r v o u n a I g e r a 
m e j o r í a c u a n d o s e u s o M a g n e s o e n t o d o s l o s t e m p o s d e 
c o n t a c t o u s a d o s p a r a e Ca c o no s e o b s e r v a r o n c a m b i o s 
y c o n e l u s o d e Z nc s e o b s e r v o un d e c r e m e n t o e n e l 
p o r c e n t a j e d e v a b i d a d 
P a r a c o n t i n u a r v e n d o a m e or a d e la v i a b i l d a d s e r a 
n e c e s a r i o o b s e r v a r a d e t a e os r e s u t a d o s o b t e n d o s de 
l o s d i f e r e n t e s t e m p o s d e t r a t a m i e n t o e s t r e s a n t e p a r a 
c a d a u n a d e l a s l e v a d u r a s y c o n c a d a u n o d e l o s i o n e s 
a d i c o n a d o s 
L e v a d u r a 7 9 0 . 
L o s r e s u l t a d o s o b t e n d o s p a r a la L e v a d u r a 7 9 0 s e 
m u e s t r a n e n la F i g u r a 13 e n d o n d e s e p u e d e o b s e r v a r q u e 
e n t o d o s l o s t e m p o s d e c o n t a c t o u s a d o s e l i o n C a c í o 
m e j o r a la v i a b i l i d a d d e la e v a d u r a c o n r e s p e c t o a l 
t e s t i g o , e n e l c a s o d e l i o n M a g n e s i o n o s e o b s e r v a 
m e j o r í a c u a n d o s e u s a 1 h o r a d e t e m p o d e c o n t a c t o p e r o 
e n l o s o t r o s t i e m p o s u s a d o s 2 3 y 4 h o r a s s e o b s e r v o un 
i n c r e m e n t o e n la v a b i l i d a d En e l c a s o d e la a d i c i ó n d e 
Z i n c s e o b s e r v ó un i n c r e m e n t ó b a s t a n t e n o t a b e e n e l 
p o r c e n t a j e d e c e l u as m u e r t a s e n t o d o s l o s t i e m p o s d e 
c o n t a c t o u s a d o s 
L e v a d u r a 8 2 0 . 
L o s r e s u l t a d o s o b t e n i d o s p a r a a L e v a d u r a 8 2 0 s e 
m u e s t r a n e n la F g u r a 14 se o b s e r v o m e j o r í a d e la 
v i a b l i d a d e n 3 d e os 4 t e m p o s d e c o n t a c t o u s a d o s 
c u a n d o s e a d c i o n o e o n C a c o c o n r e s p e c t o a l t e s t i g o 
la e x c e p c i ó n f u e c u a n d o s e u s o 1 h o r a d e t e m p o d e 
c o n t a c t o c u y o s r e s u t a d o s f u e r o n q u e s e i n c r e m e n t o e l 
p o r c e n t a j e d e c e u as m u e r t a s r e s u t a d o s m u y p a r e e d o s 
s e p r e s e n t a r o n c o n e l u s o d e l i o n M a g n e s o e n d o n d e s e 
m e j o r a la v i a b i l d a d p a r a 2 3 y 4 h o r a s de t i e m p o d e 
c o n t a c t o y la e x c e p c ó n f u e c o n 1 h o r a d e t e m p o d e 
c o n t a c t o e n d o n d e s e i n c r e m e n t o e l d e c é l u l a s m u e r t a s 
e n e l c a s o d e l i o n Z i n c s e o b s e r v o d e m a n e r a n o t a b l e u n 
i n c r e m e n t o e n e l p o r c e n t a j e de c e u l a s m u e r t a s e n l o s 4 
t i e m p o s d e c o n t a c t o u s a d o s 
C o m p a r a c i ó n d e l e f e c t o d e l a s 2 C o n d i c i o n e s d e E s t r é s 
p a r a l a s 2 L e v a d u r a s . 
E n la F i g u r a 15 p o d e m o s o b s e r v a r l o s r e s u l t a d o s 
o b t e n i d o s d e v i a b l i d a d p a r a a m b a s l e v a d u r a s a p l i c a n d o 
l o s 2 m é t o d o s de e s t r e s C o n e l u s o d e l a s d i f e r e n t e s 
c o n c e n t r a c i o n e s de D óx d o de C o r o se o b s e r v ó q u e e l 
a u m e n t o d e la c o n c e n t r a c o n de D i o x i d o d e C l o r o no 
r e f l e j a un d e c r e m e n t o p a u a t i n o d e la v i a b i l d a d d e l a s 
l e v a d u r a s S i n e m b a r g o c o n e l u s o d e l p H 2 s e p u e d e 
o b s e r v a r p a r a a m b a s e v a d u r a s q u e s e a u m e n t a la 
v i a b i l i d a d c o n f o r m e s e a u m e n t a n l a s h o r a s d e l t i e m p o d e 
c o n t a c t o a m b o s c a s o s r e f e r e n a v i a b I d a d e s o b s e r v a d a s 
e n c u l t v o s e n p r e s e n c a d e os o n e s e s t u d a d o s 
C O N C L U S I O N E S 
1 - La m e t o d o l o g í a de d e s n f e c c i o n d e l e v a d u r a s u s a n d o 
d i f e r e n t e s c o n c e n t r a c o n e s d e D ox d o de C o r o n o c a u s a 
d a ñ o s s i g n i f i c a t v o s a a v a b i l i d a d d e l a s l e v a d u r a s 
e n s a y a d a s d e b i d o a q u e e l i o n c l o r o l i b e r a d o b a j a s e s a s 
c o n d i c i o n e s s e e l m i n a m u y f a c m e n t e p o r v o l a t I z a c i o n y 
e l v a l o r d e p H 3 i n v o l u c r a d o e n e l m e d i o a c u o s o no 
i m p a c t a s i g n i f i c a t i v a m e n t e la v i a b i l i d a d 
2 - L a s c o n d i c i o n e s de e s t r é s g e n e r a d a s c o n e l u s o d e p H 
2 y t i e m p o s d e c o n t a c t o a r r i b a d e 2 h o r a s a f e c t a e n f o r m a 
n e g a t i v a la v i a b i l i d a d p a r a a m b a s l e v a d u r a s 
3 - E l C a l c i o a d i c i o n a d o a l m e d i o de c u l t i v o e s e l u n co 
i o n q u e t i e n e u n a i n f l u e n c i a p o s i t i v a s o b r e la v ab I d a d d e 
l a s L e v a d u r a s 7 9 0 y 8 2 0 d e s p u e s d e s e r e x p u e s t a s a 
v a l o r e s d e p H d e 3 y c o n c e n t r a c o n e s d e D i ó x i d o d e C l o r o 
h a s t a d e 1 2 0 p p m 
4 - E l e f e c t o e s t r e s a n t e p r o v o c a d o p o r un t r a t a m i e n t o 
á c i d o a p H 2 p u e d e s e r d s m i n u d o m e d a n t e la a d i c i ó n d e 
i o n e s C a l c i o o M a g n e s o e n un n v e l d e 1 0 0 p p m a l m e d i o 
d e p r o p a g a c ón 
5 - La p r e s e n e a de i o n Z i n c a 1 0 0 p p m e n e l m e d i o d e 
p r o p a g a c i ó n no r e f e j a m e j o r a s e n la v a b i l d a d d e l a s 
l e v a d u r a s s o m e t d a s a l e s t r e s ac d o a p H 2 
R E C O M E N D A C I O N E S 
O b s e r v a n d o l o s r e s u l t a d o s y d e a c u e r d o a la I t e r a t u r a 
s e r í a ú t i l i n v e s t i g a r en e l l a b o r a t o r i o la c o n v e n i e n c a d e 
n e u t r a l i z a r e l p H d e c a d a u n a d e l a s 2 l e v a d u r a s c u a n d o 
a l g u n a d e e s t a s c o n d i c o n e s d e b a j o s n i v e l e s d e p H se 
h a n p r e s e n t a d o a n t e s d e i n i c i a r u n a f e r m e n t a c i ó n e s t o 
c o n e l f i n d e a y u d a r a q u e l a s l e v a d u r a s m a n t e n g a n l a s 
c a r g a s n e g a t i v a s d e la p a r e d c e l u l a r lo c u a l s e p o d r í a 
e n f o c a r a r e v i s a r su i m p a c t o s o b r e la c a p a c i d a d d e 
f l o c u l a c o n q u e t e n e n a l g u n a s l e v a d u r a s c e r v e c e r a s e s t o 
p o r q u e l a s p r o t e í n a s l o c a l i z a d a s e n la p a r e d c e l u l a r s o n 
r e q u e r i d a s p a r a la f o r m a c o n de n o v o d e l a s p a r e d e s 
c e u l a r e s d u r a n t e a r e g e n e r a c i ó n d e e s í e r o p a s t o y s e 
p o d r í a m o d f c a r e t e m p a t e o p l a n t l i a d e l a s p r o t e í n a s 
d e la s i g u i e n t e g e n e r a c i ó n d e e v a d u r a s c o n u n r e s u t a d o 
d e a f e c t a c i ó n d e a h e r e n c a d e l f e n o t p o d e la l e v a d u r a 
d e n o m i n a d a C é l u l a m a d r e o n c i a d o r a 
Se r e c o m i e n d a e v a l u a r la e f e c t i v d a d d e l o s 2 m é t o d o s d e 
l a v a d o d e l e v a d u r a p a r a d e s t r u r m i c r o o r g a n i s m o s 
c o n t a m i n a n t e s y t a m b i é n e v a l u a r l o s r e s u l t a d o s d e 
v i t a l i d a d p a r a a m b a s l e v a d u r a s 
BIBLIOGRAFÍA 
1 Baran J E Qu mica B o norganica McGraw H I 1995 p 123-133 
183-191 
2 Basson L Lowenadler J H K Harrison S T L Godfrey T A 
Axcell B C and 0 Connor Cox E S C 1996 The effect of yeast 
handling on yeast qualty Proc 6th Int Brew Conf Harrogate p 
370-379 
3 Busa W B and R Nuccitelli 1984 Replacement of the promoter of 
the yeast plasma membrane ATPase gene by a Galactose-
dependent promoter and its physiological consequences Curr 
Genet 12 p 105-110 
4 Chandrasena G Use of response surfaces to investigate metal ion 
interactions in yeast fermentations J Am Soc Brew Chem 1997 
55(1) p 24 29 
5 Coote P J , Cole M B Seymour I J Rowe D L Ferdinando D P 
and Jones M V 1991 Activity of the plasma membrane H+-ATPase 
is a key physiological determinant of thermotolerance in 
Saccharomyces cerevisiae M crob ology 140 p 1881-1890 
6 Donhauser C Eger C Hubl T Schmidt U and W nnewisser W 
Brauwelt 132 1301 1992 
7 Duffus J H and Patterson L J Contro of ce d v s o n n yeast using 
the lonophore A23187 w th Ca c urn and Magnes urn Nature 1974 
251 p 626-627 
8 EBC yeast group J Inst Brew 68 14 1962 
9 Francois J E Van Schafttingen and H G Hers 1986 Effect of 
Benzoate on the metabolism of Fructose 2 6-biphosphate in yeast 
Eur J Biochem 154 p 141-145 
10 Fnis, j Szabewski L Christensen S T Schousboe P and 
Rasmussen, L. Physiological studies on the effect of Ca2* on the 
duration of the lag phase of Saccharomyces cerevtstae FEMS 
Microbiol Lett 1994 123 p 33 36 
11. Garcia Garibay M Biotecnologia Alimentaria LIMUSA 1993 p 
263-288 
12 Heggart H M Factors affecting yeast v ability and vitality 
characteristics A Review Technical Quarter y 1999 Vol 36 No 4 
p 383 406 
13 Heiin T R M and Slaughter J C 1977 Minimum Requirements for 
Zinc and Manganese in brewers wort J Inst Brew 83(1) p 17 19 
14 Holyoak C D M Stratford Z McMu In M B C o e K C r m m n s 
A J P Brown and P J Coote 1996 Actvity of the pasma 
membrane H+-ATPase and optimal glycolytic flux are required for 
rapid adaptation and growth of Saccharomyces cerevisiae in the 
presence of the weak a c d preservative sorbic a c d Appl Environ 
Microbiol 62 p 3158 3164 
15 Hutter K J Brauwelt 132 252 1992 
16 Jones, R P and Greenfeld P F 1984 A review of yeast ionic 
nutrt ion - Part I Growth and fermentation requirements Process 
Biochemistry 19(2) p 48 60 
17 King L M Schisler D O and Ruocco J J 1981 Epifluorescent 
method for the detection of non viable yeast J Am Soc Brew 
Chem 39 p 52 55 
18 McCaig R 1990 Evaluation of the fluorescent Dye 1 Anilmo-8-
Naphthalene Sufonic Acid for yeast v ability determination J Am 
Soc Brew Chem 48 p 22 25 
19 Madshus, I H 1988 Regulation of intracellular pH in eukarotic cells 
Biochem J 250 p 1 8 
20 Ma partida F and Serrano 1981 Proton trans ocat on catalysed by 
the pur f ed yeast p asma membrane ATPase reconstituted in 
liposomes FEBS Lett 131 p 351 354 
21 Ohsumi Y and Anraku Y Calcium transport driven by a proton 
motive force n vacuo ar membrane ves cles of Saccharomyces 
cerevisiae J Biol Chem 1988 258 p 5614 5617 
22 Portillo, F and Serrano R , 1989 Growth control strength and 
active site of yeast plasma membrane ATPase studied by site-
directed mutagenesis Eur J Biochem 186 p 501-507 
23 Rees E M R and Stewart G G 1997 The effects of increased 
Magnes um and Calcium concentrations on yeast fermentation 
performance in high gravity worts J Inst Brew 103 p 287-291 
24 Rees E M 1998 Strain specif c response of brewer s yeast strains 
to zinc concentrations in conventiona and high gravity worts Journal 
of the Institute of Brewing July-August Vol 104 p 221-228 
25 Rees, E M R and Stewart G G 1999 Effects of magnesium, 
calcium, and wort oxygenation on the fermentative performance of 
ale and lager strains fermenting norma and high gravity worts 
Journal of the Institute of Brew ng Vol 105 No 4 p 211 217 
26 Saltukoglu A , and Saughter, J C 1983 The effect of magnesium 
and ca cium on yeast growth Journal of the Institute of Brewing 
March Apri Vol 89 p 81 83 
27 Serrano R 1984 P asma membrane ATPase of fungi and plants as 
a novel type of proton pump Curr Top Cell Reg 23 p 87-126 
28 Serrano R M C Ke land-Brandt and G R F nk 1986 Yeast 
plasma membrane ATPase is essential for growth and has homology 
with (Na+ & K+) and Ca++ATP ases Nature London) 319 p 689-
693 
29 Serrano, R 1991 Transport across yeast vacuolar and plasma 
membranes In J N Strathern E W Jones and J R Broach ed ) 
The molecu ar b ology of the yeast Saccharomyces Genome 
dynamics protein synyhesis and energetics C o d Spring Harbor 
Laboratory Press Cold Spring Harbor N Y 
30 Simpson W J and Hammond J R M 1989 The response of 
brewing yeasts to acid wash ng Journal of the Institute of Brewing 
September-October Vol 95 p 347 354 
31 Smart K A The mportance of the brewing yeast cell wall Brewers 
Guardian April 1995 p 44-50 
32 Trevors J T Biotechnol Lett 5 363 1983 
33 Van Engel E L 1969 Zinc metal oenzyme activity and the growth 
of brewers Yeast P 35 43 
34 Walker G M , Birch R M Chandrasena, G , and Maynard, A I 
1996 Magnesium ca c um, and fermentative metabol sm in 
industrial yeasts American Socety of Brew ng Chem sts 42 1) p 
13-18 
A P É N D I C E DE T A B L A S 
TABLA I. DEFINICIONES DE LOS DIFERENTES 
ESTADOS FISIOLÓGICOS EN LAS QUE SE 
DESCRIBE EL GRADO DE DAÑO CELULAR DE 
LAS LEVADURAS 
• Células "Con 
Buena Salud" 
Células intactas capaces de crecer y 
reproducirse metabolismo suficientemente 
activo para lograr buenas fermentaciones y no 
producir desviac ones en el producto final 
• C é l u l a s c o n Es t rés Células intactas, capaces de crecer y 
F i s io lóa i co reproducirse metabolismo alterado lo cual 
puede resultar en una velocidad metabol ca 
reducida fermentaciones lentas bajos niveles 
de materia de reserva y pueden producir 
1 desviaciones en el producto final 
• Células 
Desactivadas 
en su Replicación 
Celu as intactas no son capaces de 
reproducirse debido a un daño en su membrana 
ce ular pero es un proceso reversible seguido un 
per iodo de adaptación 
Celu as dañadas en su pared celular debido a 
parcial remocion de las glicoproteinas las 
cuales podran formar turbiedad en el producto 
final 
• Células con Daño 
Menor en su 
Envoltura 
• Células Muertas Celu as suficientemente intactas para retener 
colorantes vitales pero no muestran crecimiento 
u otra actividad metabolica proceso irreversible 
• Autólisis Ce ulas rotas que p erden su forma, no 
conservan su morfología original y no pueden 
identifcar como ce ulas mcroscopicas 
competas 
A P É N D I C E DE F I G U R A S 
Figura 1 M i c r o f o t o g rafia de Saccharomyces 
cerevisiae en la que se puede observar el proceso 













Figura 2- Representación esquemática de la 
estructura de la pared y membrana celulares de 
una levadura. 
o < 




Figura 3.- Representación esquemática de las 
diferentes formas que pueden observarse al 
realizar una tinción para evaluar la viabilidad en 
una población de levaduras. 
Células de Color Azul 
Enzimas 
Reductasas 
AZUL DE METILENO 
(Forma Reducida) 
Figura 4.- Representación esquemática de la 
reacción en que se basa la evaluación de viabilidad 
mediante el uso del azul de metileno como 
indicador de viabilidad. 
MICROCULTIVO EN PORTAOBJETO 
Figura 5.- Representación esquemática de la 
metodología para la determinación de la viabilidad 
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Figura 6.- Determinación de la viabilidad por la 
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Figura 16.- Via de Embden-Meyerhof-Parnás. 

